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Motolice (Trematoda) jsou významnými parazity mnoha orgánových soustav bezobratlých 
i obratlovců včetně člověka, a proto jsou dlouhodobě předmětem celosvětového výzkumu. Za účelem 
přežití motolic v hostitelích se u nich vyvinuly nejrůznější adaptace a strategie, z nichž se některé 
odehrávají také na molekulární úrovni. Motolice produkují velké množství molekul, které jsou 
zapojeny do nejrůznějších esenciálních fyziologických procesů. Mezi takové molekuly řadíme 
i inhibitory proteolytických enzymů, které například regulují aktivitu těchto enzymů a modulují 
imunitní odpověď hostitele. Mnohé z inhibitorů jsou pro své vlastnosti také vhodnými kandidáty 
využitelnými v boji proti motolicím. Tato bakalářská práce shrnuje dosud známé informace, jak 
o přirozených inhibitorech produkovaných motolicemi, tak o těch syntetických inhibitorech, které byly 
uměle připraveny.  
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Abstract 
  Trematodes are important parasites possessing various localization in the bodies 
of invertebrate and vertebrate hosts, including human; therefore they are subject of long time intensive 
worldwide research. Trematodes developed various adaptations and strategies (some of them have also 
molecular background) enable them to survive in the host bodies. Trematodes produce large amount 
of different molecules, which are involved in various physiological processes. Inhibitors of proteolytic 
enzymes form a large group of biologically active compounds, e.g. they regulate the activity 
of peptidases or modulate host immune response. Many of these inhibitors are investigated as potential 
candidates in chemotherapeutic fight against trematodes. This thesis reviews the information 
concerning the natural inhibitors produced by trematodes and also synthetic inhibitors.  








OBSAH ...................................................................................................... II 
1. ÚVOD .................................................................................................. 1 
2. ZÁKLADNÍ CHARAKTERISTIKA MOTOLIC .......................... 2 
3. PROTEOLYTICKÉ ENZYMY ....................................................... 3 
4. INHIBITORY PROTEOLYTICKÝCH ENZYMŮ ..................... 10 
 4.1. PŘIROZENÉ INHIBITORY ............................................... 12 
      4.1.1. IREVERZIBILNÍ INHIBICE ...................................... 13 
      4.1.2. REVERZIBILNÍ INHIBICE ........................................ 17 
 4.2. SYNTETICKÉ INHIBITORY ............................................. 23 
5. ZÁVĚR .............................................................................................. 27 






Počet druhů motolic je odhadován přibližně na 8000 (Volf and Horák, 2007). Tyto organismy 
jsou významnými parazity bezobratlých i obratlovců, včetně člověka. Světová zdravotnická 
organizace (World health organisation, WHO) uvádí, že je na světě nakaženo přes 300 milionů lidí 
motolicemi z podtřídy Digenea (WHO, 2015). Právě z těchto důvodů jsou motolice studovány 
výzkumnými týmy po celém světě. Řada těchto studií je orientována na molekulární podstatu vztahu 
hostitel-parazit, přičemž bylo již mnohokrát prokázáno, že v rámci tohoto vztahu hrají významnou roli 
právě proteolytické enzymy a jejich inhibitory. 
Peptidázy jsou esenciální pro parazitický způsob života, protože zajišťují přežití parazita 
v hostiteli. Jedná se především o migraci larev tkáněmi hostitele, vyhýbání se imunitnímu systému 
hostitele nebo jeho modulaci a získávání nutrietů především degradací proteinů. Studie zaměřené 
na motolice proto často řeší otázky spojené právě s nepostradatelnou úlohou peptidáz v těchto 
procesech (McKerrow et al., 2006; Pearson et al., 2010). 
U motolic byly v minulosti charakterizovány inhibitory zmíněných proteolytických enzymů, 
včetně inhibitorů cysteinových peptidáz, které např. regulují aktivitu a tak zprostředkovaně imunitní 
odpověď hostitele.  
Poznatky související s pochopením funkcí peptidáz a inhibitorů včetně interakcí, které se mezi 
nimi odehrávají, mohou být tedy využitelné nejen v boji proti ostatním parazitům, ale i motolicím, 
a to zejména prostřednictvím vývoje nových chemoterapeutik a vakcín (McKerrow et al., 2006; Knox, 
2007, Pearson et al., 2010). 
Jednotlivé peptidázy a inhibitory prezentované v databázích jsou utříděny a označeny 
anotačními čísly. V této práci jsou použity informace z databází MEROPS 9.13 – databáze peptidáz 
a jejich inhibitorů (Rawlings et al., 2014); UniProtKB – databáze peptidů (Consortium, 2014); 
GenBank – databáze DNA sekvencí (Benson et al., 2015); GeneDB – databáze DNA sekvencí 
patogenních organismů (Logan-Klumpler et al., 2012) a PubChem – databáze malých molekul a jejich 
biologických aktivit (Wang et al., 2014). 
Hlavní cíle práce 
V navržené práci by měly být utříděny dosavadní poznatky související s přirozenými 
a syntetickými inhibitory motolic. 
Dílčí cíle této práce 
Zpracovat dostupnou literaturu zaměřenou na klasifikaci a členění proteinových/syntetických 




2. Základní charakteristika motolic 
Motolice (Trematoda) se řadí do kmene ploštěnci (Platyhelminthes) a zahrnují výhradně 
parazitické zástupce, především pak endoparazitické. Povrch těla dospělých motolic je tvořen 
syncytiálním tegumentem (neodermis), který neobsahuje cilie, na jeho povrchu se však mohou 
vyskytovat různé další struktury např. výběžky a trny. Přítomnost tegumentu je hlavním znakem 
podkmene Neodermata, do kterého patří třídy Trematoda, Cestoda a Monogenea. Třída Trematoda 
zahrnuje podtřídu Aspidogastrea, která v souvislosti s problematikou této práce nemá větší význam, 
a podtřídu Digenea, kam spadá většina zástupců, u nichž naopak byla problematika inhibitorů 
proteolytických enzymů významně rozpracována, např. Schistosoma mansoni, Fasciola hepatica, 
Clonorchis sinensis či Paragonimus westermani. Základní charakteristika těchto a dalších zástupců 
je proto uvedena níže.  
Schistosoma mansoni (krevnička střevní) (Sambon, 1907) patří do čeledi Schistosomatidae. 
Rozměry samců jsou 6-12 x 1 mm a samic 10-16 x 0,2 mm. Životní cyklus je vázán na vodu a je 
dvouhostitelský, kde jsou mezihostiteli plži rodu Biomphalaria. Definitivním hostitelem je především 
člověk, u kterého krevnička způsobuje střevní schistosomózu. Dalšími definitivními hostiteli mohou 
být jiní primáti nebo hlodavci. Dospělci parazitují v portální žíle nebo cévách mezenteria (Gryseels 
et al., 2006). 
Schistosoma japonicum (krevnička jaterní) (Katsurada, 1904) je motolice z čeledi 
Schistosomatidae. U dospělců je patrný pohlavní dimorfismus. Samci mají rozměry 6-12 x 0,8 mm 
a samice 12-20 x 0,3 mm. Životní cyklus je dvouhostitelský a je vázaný na vodu. Mezihostiteli jsou 
předožábří plži rodu Oncomelania. Definitivních hostitelů je velké množství a zahrnuje i člověka, 
u kterého způsobuje jaterní schistosomózu. Dospělci jsou lokalizováni především v portální žíle 
(Gryseels et al., 2006). 
Schistosoma haematobium (krevnička močová) (Bilharz, 1852) je motolicí z čeledi 
Schistosomatidae. Dospělý samci dorůstají rozměrů 10 x 1 mm a samice 12-20 x 0,2 mm. Životní 
cyklus těchto motolic je dvouhostitelský a je vázán na vodu. Mezihostiteli jsou plži rodu Bulinus. 
Definitivním hostitelem je pak člověk nebo někteří primáti. Způsobují močovou schistosomózu, 
protože jsou dospělci lokalizováni v urogenitálním traktu (Gryseels et al., 2006). 
Fasciola hepatica (motolice jaterní) (Linnaeus, 1758) je zástupcem z čeledi Fasciolidae. 
Dospělci dosahují délky do 30 mm. Dvouhostitelský životní cyklus je vázán na vodu. Mezihostiteli 
jsou vodní plži čeledi Lymnaeidae. Definitivními hostiteli jsou převážně přežvýkavci, ale nakazit 
se mohou i jiní savci včetně člověka. Motolice jaterní parazituje v játrech a žlučovodech, kde 





Fasciola gigantica (Cobbold, 1856) je motolice z čeledi Fasciolidae. Dospělci dorůstají délky 
až 75 mm. Životní cyklus je dvouhostitelský a je vázaný na vodu. Mezihostiteli jsou vodní plži 
z čeledi Lymnaeidae. Definitivními hostiteli jsou především buvoli a dobytek, ale i jiné druhy 
přežvýkavců. Dospělí červi parazitují ve žlučových cestách svého hostitele (Phalee et al., 2015). 
Clonorchis sinensis (motolice žlučová) (Cobbold, 1875) patří do čeledi Opisthorchiidae. 
Dospělci mohou dosahovat rozměrů až 15 x 4 mm. Jedná se o motolici s tříhostitelským životním 
cyklem vázaným na vodu. Prvními mezihostiteli jsou nejčastěji plži rodu Parafossarulus a Bithynia. 
Druhým mezihostitelem je ryba, nejčastěji z čeledi Cyprinidae. Definitivní hostitel se nakazí pozřením 
infikované ryby. Mezi definitivní hostitele patří rybožraví savci včetně člověka, u kterých se dospělé 
motolice nacházejí ve žlučových cestách (Choi et al., 2004; Rim, 1986).  
Paragonimus westermani (motolice plicní) (Kerbert, 1878) patří do čeledi Paragonimidae. 
Dospělci dosahují rozměrů okolo 12 x 8 mm. Jedná se o motolici s tříhostitelským životním cyklem 
vázaným na vodu. Prvními mezihostiteli jsou sladkovodní plži různých druhů. Druhými mezihostiteli 
jsou zástupci korýšů. Definitivními hostiteli jsou především různé kočkovité a psovité šelmy, člověk 
nebo prase. Dospělé motolice parazitují v plicích, kde tvoří cysty, ale výjimečně mohou napadat i jiné 
orgány (Yokogawa, 1965). 
3. Proteolytické enzymy 
Dnes je doporučené používat název peptidázy dle práce "Enzyme Nomenclature", kterou 
vydala Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry and Molecular Biology 
(NC-IUBMB) v roce 1992 (Academic Press NC-IUBMB). Název peptidázy má být používán pro 
všechny enzymy, které hydrolyticky štěpí peptidickou vazbu. Ukázalo se, že některé proteolytické 
enzymy patří mezi lyázy (katalyzují štěpení různých chemických vazeb jinak než prostřednictvím 
hydrolýzy a oxidace) a ne mezi hydrolázy, proto označení peptidázy pro veškeré proteolytické enzymy 
není úplně přesné (Foulk et al., 2002; Rawlings et al., 2011). V této práci však budu pro zjednodušení 
souhrnně používat termín peptidáza.  
 U motolic mají peptidázy esenciální úlohu a jsou tedy jedny z nedůležitějších enzymů u larev 
i u dospělců (Pearson et al., 2010). Zásadními jsou ve vztahu hostitel-parazit, kde sehrávají hlavní roli 
při migraci skrze tkáně hostitele, degradaci hemoglobinu a dalších krevních proteinů, vyhýbání 





Peptidázy lze rozdělit několika způsoby. Nejzákladnějším způsob třídění je podle místa 
působení. Peptidázy působící uvnitř polypeptidického řetězce (endopeptidázy) a působící na C- nebo 
N-konci (exopeptidázy) (Sajid and McKerrow, 2002). Exopeptidázy lze dále rozdělit 
na carboxypeptidázy (C-konec) a aminopeptidázy (N-konec) podle toho, na kterém konci polypeptidu 
působí. Existují ještě omega-peptidázy, které štěpí peptidickou vazbu bez preference k C- nebo         
N-konci (Barrett et al., 2012). 
 Druhým a více specifickým způsobem se proteolytické enzymy dají rozdělit podle jejich 
molekulární struktury, homologie a funkce na serinové (S), cysteinové (C), aspartátové (A), 
glutamátové (G), threoninové (T), asparaginylové (N) a metallopeptidázy (M). Existují ještě další dvě 
skupiny méně prozkoumaných peptidáz. Smíšené (P), kde je nukleofilem aminokyselina serinu, 
cysteinu nebo threoninu a proteolytické enzymy s neznámou katalytickou aktivitou (U) (Rawlings 
and Barrett, 1993; databáze MEROPS - Rawlings et al., 2014). Poznatky ohledně katalytických typů 
peptidáz v souvislosti s motolicemi jsou shrnuty níže (Tab. 1).  




 Cysteinové peptidázy 
V aktivním centru cysteinových peptidáz se nacházejí aminokyselinové zbytky cysteinu (Cys) 
a histidinu (His), které jsou nejčastěji doprovázeny asparaginem (Asn) a případně pak glutaminem 
(Gln) v různých kombinacích. Nukleofilem je zde sulfhydrylová skupina postranního řetězce cysteinu. 
Nejznámějšími cysteinovými peptidázami u motolic jsou cathepsin B a L (Sajid and McKerrow, 




 Serinové peptidázy 
Serinové peptidázy se vyznačují výskytem tří charakteristických aminokyselinových zbytků 
v aktivním centru, serinu (Ser), histidinu (His) a kyseliny asparagové (Asp). Jsou však objeveny i další 
serinové peptidázy s odlišnými katalytickými triádami a dyádami, ve všech se však vyskytuje serin, 
kde jeho hydroxylová skupina působí jako nukleofil. Mezi nejvýznamnější serinové peptidázy 
u motolic patří např. cerkariální elastáza nebo kallikrein (Hedstrom, 2002). 
 Aspartátové peptidázy 
V aktivním centru se nachází molekula vody, která je vázána a aktivována ve většině případů 
dvěma postranními řetězci kyseliny asparagové (Asp), ale v některých případech může být druhý 
aspartátový zbytek nahrazen jinou aminokyselinou. Aktivovaná molekula vody poté zprostředkovává 
nukleofilní atak peptidické vazby. U motolic je nejvíce prostudovaný cathepsin D (James, 2004; 
Rawlings and Barrett, 2004a). 
 Glutamátové peptidázy 
U glutamátových peptidáz se v aktivním centru nachází molekula vody, která je vázána 
a aktivována přes postranní řetězec kyseliny glutamové (Glu) a stabilizována nejčastěji glutaminem 
(Gln). Stejně jako u aspartátových peptidáz zprostředkovává aktivovaná molekula vody nukleofilní 
atak peptidické vazby. Ačkoliv jsou mechanismy enzymatické aktivity aspartátových a glutamátových 
peptidáz v mnoha ohledech stejné, jako je například aktivování molekuly vody karboxylovými 
skupinami aminokyselin; jsou zde i zásadní rozdíly, které nyní rozdělují tyto enzymy do různých 
katalytických typů. Jedná se především o odlišné složení aminokyselin v aktivním centru enzymu 
(James, 2004; Rawlings and Barrett, 2004a).  
Všechny dosud známe aspartátové a glutamátové peptidázy mají endopeptidázovou aktivitu, 
ačkoliv není zřejmý důvod, proč by nemohl existovat tento typ katalytického mechanismu 
i u exopeptidáz (Rawlings and Barrett, 2004a). 
 Threoninové peptidázy 
Dosud bylo objeveno a prozkoumáno pouze málo threoninových peptidáz, významný je však 
jejich výskyt a úloha v proteazomech, kde jsou dobře konzervované v jejich aktivních centrech. Hlavní 
funkcí proteazomu je degradace proteinů na aminokyseliny, ale účastní se i dalších důležitých 
biologických procesů, např. buněčného cyklu, kontroly kvality proteinů, apoptózy atd. Proteazomy 
s konzervovaným threoninem v jejich aktivním centru jsou významnou součástí proteolytických 





 „Asparagine peptide lyases“ 
U těchto proteolytických enzymů je nukleofilem aminokyselina asparaginu (Asn). Postranní 
řetězec asparaginu vykazuje afinitu k vlastní karbonylové skupině a vytváří stabilní pětičlenný kruh 
succinimidu a díky jeho působení dochází ke štěpení peptidické vazby vlastního proteinu. Pro štěpení 
peptidické vazby jsou většinou nutné další aminokyseliny, například kyselina asparagová (Asp) nebo 
glutamová (Glu) ale i další aminokyseliny (Tajima et al., 2010; Rawlings et al., 2011). 
„Asparagine peptide lyases“ byly objeveny poměrně nedávno a dosud bylo identifikováno 
pouze deset těchto enzymů, ale žádný z nich nebyl nalezen u motolic. (MEROPS - Rawlings et al., 
2014). 
 Metallopeptidázy 
Metallopeptidázy mají exo- i endopeptidázovou aktivitu. Rozdělují se zejména podle toho, zda 
se v aktivním centru enzymu nachází jeden nebo dva kovové ionty. U metallopeptidáz se dvěma 
kovovými ionty, až na výjimky, převládá exopeptidázová aktivita, zatímco pokud mají pouze jeden 
iont kovu, fungují buď jako exo- nebo endopeptidázy (Rawlings and Barrett, 2004b). 
Kovovým iontem je nejčastěji zinek, ale mohou to být i jiné prvky jako kobalt, mangan nikl 
nebo měď (Rawlings and Barrett, 2004b). Pro štěpení je dále nezbytná molekula vody, která 
zprostředkovává nukleofilní atak peptidické vazby (Seibert and Raushel, 2005). 
V aktivním centru metallopeptidáz se nejčastěji vyskytují aminokyseliny histidin (His), 
kyselina glutamová (Glu), kyselina asparagová (Asp) a lysin (Lys) nebo cystein (Cys). U motolic jsou 
významné dvě skupiny peptidáz – leucin aminopeptidázy a dipeptidyl peptidázy III (Auld, 2004; 





Tab. 1. Nejvýznamnější peptidázy jednotlivých skupin vyskytující se u motolic. 
Skupiny peptidáz  Aminokyseliny 
v aktivním centru 
Biologická funkce u 
motolic 
Druhy motolic s prokázaným nálezem 
(UniProtKB – anotační číslo) 
Publikace o peptidázách u 
motolic 
Cysteinové  
    
Papain-like Cys/His/Asn    
Cathepsin B  Migrace tkáněmi, trávení 
krve, vyhýbání se 
imunitní odpovědi 
(Smooker et al., 2010) 
Schistosoma mansoni (P25792), 
S. japonicum (P43157),  
Trichobilharzia szidati (B5AXI3), 
T. regenti (Q4VRW9), 
Fasciola hepatica (Q24949),  
F. gigantica (Q86MW8),  
Clonorchis sinensis (Q9BKM4), 
Metagonimus yokogawai (Q9BPL4) 
Klinkert et al., 1989; Rege et 
al., 1992; Heussler and 
Dobbelaere, 1994; Skelly and 
Shoemaker, 2001; Hu et al., 
2003; Sajid et al., 2003; 
Caffrey et al., 2004; Meemon 
et al., 2004; Dvořák et al., 
2005; Liu et al., 2006; 
Dolečková et al., 2007; Jolly 
et al., 2007 
Cathepsin C  Trávení krve (Sajid and 
McKerrow, 2002) 
S. mansoni (Q26563),  
S. japonicum (O18533),  
Brindley et al., 1997; Hola-
Jamriska et al., 2000 
Cathepsin F  Trávení krve, vyhýbání se 
imunitní odpovědi 
(Pinlaor et al., 2009) 
S. mansoni (Q26534),  
C. sinensis (Q0ZM47),  
Paragonimus westermani (Q9U0C8), 
Opisthorchis viverrini (W5RUH3) 
Caffrey et al., 2004; Kang et 
al., 2004; Liu et al., 2006; 
Park et al., 2009 
Cathepsin L  Penetrace a migrace 
tkáněmi, trávení krve, 
modulace imunitní 
odpovědi (Sajid and 
McKerrow, 2002) 
S. mansoni (Q26564),  
S. japonicum (Q11003),  
F. hepatica (Q24940),  
F. gigantica (Q6T857),  
Fascioloides magna (B5AXI5), 
C. sinensis (G7YW57),  
P. westermani (O46177),  
Smith et al., 1993; Heussler 
and Dobbelaere, 1994; Day et 
al., 1995; Yamasaki et al., 
2002; Lee et al., 2006; Liu et 
al., 2006; Jolly et al., 2007; 




Calpain-like Gln/Cys/His/Asn    
Calpain  Ochrana před imunitou 
hostitele (Kumagai et al., 
2005) 
S. mansoni (P27730),  
S. japonicum (O96071) 
Karcz et al., 1991; Liu et al., 
2006; Jolly et al., 2007; 
Asparaginyl-like His/Cys    
Asparaginyl endopeptidáza  Pravděpodobně aktivuje 
další proteázy (Dalton et 
al., 2009) 
S. mansoni (Q9NFY9),  
S. japonicum (P42665),  
F. hepatica (P80527),  
F. gigantica (A6Y9U8),  
O. viverrini (Q208S4) 
Klinkert et al., 1989; El-
Meanawy et al., 1990; 
Tkalcevic et al., 1995; Choi et 
al., 2006; Liu et al., 2006; 
Adisakwattana et al., 2007 
Serinové 
    
Chymotrypsin-like  His/Asp/Ser    
Cerkariální elastáza  Penetrace a migrace kůží 
hostitele (Salter et al., 
2002) 
S. mansoni (Q26553),  
S. haematobium (Q8MUV6), 
Schistosomatium douthitti (Q8MUV4) 
Newport et al., 1988; Pierrot 
et al., 1996; Salter et al., 2002; 
Dolečková et al., 2007 
Kallikrein-like  Regulace vaskulární 
funkce hostitele (Da'dara 
and Skelly, 2011) 
S. mansoni (O16007) Carvalho et al., 1998 
Enterokinase-like  Pravděpodobně aktivace 
trávicích enzymů ve 
střevě motolice (Liu et al., 
2006) 
S. mansoni (Q9XYW2),  
S. japonicum (Q5D9V2) 
Liu et al., 2006 
Prolyl-like Ser /Asp/ His    
Dipeptidyl peptidáza IV  Pravděpodobně migrace 
tkáněmi (Curwen et al., 
2006) 





    
Pepsin A-like Asp/Asp    
Cathepsin D  Trávení krve (Brindley et 
al., 2001) 
S. mansoni (P91802),  
S. japonicum (Q26515) 
Wong et al., 1997; Verity et 
al., 1999 
Threoninové 
    
Proteazom-like     
Proteazom  Degradace proteinů, 
apoptóza, buněčný cyklus 
(Tanaka, 2009; Murata et 
al., 2009) 
S. mansoni (G4M183),  
S. japonicum (Q86F39) 
Hu et al., 2003 
Metallopeptidázy 
    
Leucin aminopeptidázy-like     
Leucin aminopeptidázy  Trávení krve, remodelace 
povrchových membrán 
(McCarthy et al., 2004) 
S. mansoni (P91803),  
S. japonicum (Q9GQ37),  
F. hepatica (Q17TZ3),  
P. westermani (A1Z0K2) 
Hu et al., 2003; Liu et al., 
2006 
Dipeptidyl peptidázy III-like His/Glu/His/Glu    
Dipeptidyl peptidázy III  Neznámá funkce, možná 
konečný intracelulární 
katabolismus proteinů 
(Hola-Jamriska et al., 
1999) 
S. mansoni (G4VG40),  
S. japonicum (C1LH70) 




4. Inhibitory proteolytických enzymů 
Inhibitory proteolytických enzymů reprezentují v živém organismu důležité biologické 
nástroje vhodné pro regulaci proteolytické aktivity cílových peptidáz (Bode and Huber, 1993). Mohou 
být ovšem zapojeny i do dalších dějů jako např. buněčná signalizace. Jsou tedy nepostradatelné 
pro správné fungování buněk, tkáních a tím i celých organismů (Bode and Huber, 1993; Bode 
and Huber, 2000). Kromě inhibitorů proteolytických enzymů syntetizovaných daným organizmem 
existují také inhibitory, které je možné připravit i uměle. Jedná se především o malé molekuly, menší 
než přirozené inhibitory, řazené dle databáze MEROPS do skupiny „small molecule inhibitors“ 
(SMIs) (MEROPS - Rawlings et al., 2014). Kromě přirozených inhibitorů jsou mnohé SMIs testovány 
v boji proti některým závažným chorobám působenými také parazitickými organismy (Turk, 2006). 
Podobně jako proteolytické enzymy jsou proteinové inhibitory peptidáz tříděny do 67 rodin 
členěných dle primární struktury proteinových sekvencí. Tyto rodiny jsou seskupeny do 38 klanů 
dle terciárních struktur. Dále je známo více než 160 inhibitorů ze skupiny SMIs (Rawlings, 2010). 
Tab. 2. Příklady identifikovaných inhibitorů a neinhibičních homologů (bez inhibiční aktivity) 
proteolytických enzymů u parazitických skupin. Šedou barvou je vyznačena třída Trematoda, kterou 














53 8 8 
 
Diplomonanida 1 1 1 Giardia intestinalis 
Trichomonada 









Oligohymenophora 3 1 1 Ichthyophthirius multifiliis 
Perkinsea 4 3 3 Perkinsus marinus 
Aconoidasida 



















114 12 13 
 
Enoplea 





89 12 13 
Ascaris lumbricoides, 




22 7 8 
Hirudo medicinalis, Limnatis 
nilotica 
Platyhelminthes 
49 11 12 
 
Cestoda 
15 10 10 
Echinococcus granulosus, 
Taenia solium  
Trematoda 




Arthropoda 273 16 24 
 
Chelicerata 
101 16 24 
Ixodes ricinus, Sarcoptes 
scabiei 
Insecta 
172 13 16 
Pediculus humanus, Cimex 









Tab. 3. Identifikované inhibitory u motolic, kterými se zabývá tato práce (dle MEROPS - Rawlings et 
al., 2014). 








Počet klanů Počet rodin 
C. sinensis 
256 32 8 8 
F. gigantica 
16 6 2 2 
F. hepatica  
26 8 3 3 
P. westermani 
13 3 2 2 
S. haematobium 
3 1 1 1 
S. japonicum 
211 21 8 9 
S. mansoni 
308 52 10 10 
Celkem 833 123   
* Poznámka: Suma počtu inhibitorů zjištěných s využitím databáze MEROPS u jednotlivých druhů 
motolic se neshoduje s počtem inhibitorů pro celou třídu Trematoda. Pravděpodobně jsou v rámci 
databáze některé inhibitory shrnuty do jednoho celku, protože se jedná o homologické struktury.  
 
Inhibitory lze rozdělit dle několika kritérií. V rámci této práce je použito základní členění 
na inhibitory přirozené a syntetické. Jako další se nabízí členění podle skupin peptidáz, které inhibují, 
toto rozdělení však není příliš praktické, protože některé inhibitory mohou inhibovat více skupin 
peptidáz. Vhodnější se proto zdá být rozdělení podle typu interakce s peptidázou na reverzibilní 
a ireverzibilní inhibitory; toto rozdělení je aplikováno i v této práci (Rawlings, 2004; Turk 2006). 
4.1. Přirozené inhibitory 
Dosud bylo objeveno mnohem méně přirozených inhibitorů peptidáz než peptidáz samotných, 
např. u motolic je podle databáze MEROPS identifikováno 833 peptidáz a 123 inhibitorů včetně jejich 
homologů (MEROPS - Rawlings et al., 2014). Lze spekulovat, že inhibitorům nebyla dosud věnována 
taková pozornost jako proteolytickým enzymům. Pravděpodobnější však je, že tento fakt je zapříčiněn 
nízkou specifitou inhibitorů k cílovým peptidázám, tzn. jeden inhibitor může inhibovat několik 
proteolytických enzymů (Turk, 2006). To je způsobeno také tím, že většina inhibitorů nemá 
konzervované úseky v aktivním centru, které by definovaly specifitu vůči jednotlivým katalytickým 




Jedná se o molekuly různých hmotností a velikostí. Nejmenší inhibitory mohou dosahovat 
velikosti desítek aminokyselin a molekulové hmotnosti jen několika kDa, např. marinostatin, inhibitor 
izolovaný z Alteromonas sp. (1,5 kDa; 14 aminokyselin) (Takano et al., 1991), u motolic je to např. 
FgStefin-1, inhibitor izolovaný z motolice Fasciola gigantica (11,2 kDa) (Tarasuk et al., 2009); 
zatímco největší mohou dosahovat hmotnosti až několika desítek kDa a dokonce mohou být i větší než 
jejich cílové peptidázy, např. contrapsin u motolice S. mansoni (68 kDa), který inhibuje trypsin 
(23,3 kDa) (Modha and Doenhoff, 1994). Prozatím bylo prokázáno, že všechny přirozené inhibitory 
endogenních proteolytických enzymů, tzn. působící na peptidázy ze stejného organismu, jsou proteiny. 
Příklady nejznámějších přirozených inhibitorů jsou zobrazeny v Tab. 5. Pouze některé 
mikroorganismy produkují nepeptidické inhibitory peptidáz (Bode and Huber, 1993; Bode and Huber 
2000), např. Actinomyces sp. exprimují nepeptidický inhibitor API-III („alkaline protease inhibitor“) 
(Pandhare et al., 2002).  
4.1.1. Ireverzibilní inhibice 
Tento typ nevratné reakce je typický pro systém inhibitor-endopeptidáza, kdy je nutné, aby 
došlo ke štěpení vnitřní peptidické vazby inhibitoru. Po štěpení vazby dojde k velké konformační 
změně inhibitoru, což vyvolá změnu konformace i samotné peptidázy, čímž je zablokováno její aktivní 
centrum (Knox, 2007). Inhibitory tohoto typu jsou schopné inhibovat široké spektrum peptidáz. 
Nejvíce prostudovaná inhibiční aktivita je pak u cysteinových, serinových a threoninových peptidáz, 
protože tvoří většinu všech peptidáz. (Powers et al., 2002).  Ireverzibilní inhibiční reakce je typická 
např. pro inhibitory ze skupiny serpinů (serine protease inhibitors), jako α1-antitrypsin z lidského 
krevního séra, který je dnes používán jako modelová molekula (Axelsson and Laurell, 1965; Molehin 
et al., 2012), ze skupiny makroglobulinů, jako α2-makroglobulin, který byl identifikován např. 
v lidském krevním séru (Werb et al., 1974) nebo skupiny smapinů (small serine protease inhibitors) 
(Zang and Maizels, 2001). 
V případě smapinů se jedná o skupinu inhibitorů příbuzným serpinům, s relativně malou 
velikostí - méně než 100 aminokyselin s konzervovanými 10 cysteinovými aminokyselinovými 
zbytky, které tvoří 5 disulfidických můstků. Tyto molekuly byly u parazitů, konkrétně parazitických 
hlístic, již identifikovány, avšak u motolic nebyly tyto molekuly prozatím prokázány (podobně jako 
makroglobuliny). Bylo zjištěno, že u hlístic, zastávají především antikoagulační funkci a ochranu před 
hostitelskými trávicími enzymy (Zang and Maizels, 2001). Z těchto rodin tedy byly u motolic 
objeveny pouze serpiny. 
Serpiny tvoří skupinu strukturně konzervovaných proteinů, které inhibují především serinové 
peptidázy. Název „serpin“ vznikl ze spojení serine protease inhibitors. Serpiny dosahují průměrné 
velikosti 350-400 aminokyselin a molekulární hmotnosti 40-50 kDa (van Gent et al., 2003). Zpravidla 




loop“ (RCL), který se shoduje s aminokyselinami v aktivním centru cílových peptidáz a určuje 
tak selektivitu serpinů (Gatto et al., 2013; Irving et al., 2000). RCL motiv je obvykle tvořen přibližně 
20 aminokyselinami blízko C-konce (van Gent et al., 2003). Po štěpení peptidické vazby v RCL 
dochází k vložení jeho konce do centra β-listu A a tím dochází k velké konformační změně. Tato 
konformace je vysoce stabilní. V konečné fázi dojde ke vzniku kovalentních vazeb mezi peptidázou 
a serpinem za vzniku acyl esterového intermediátu (Obr. 2). Tento proces je doprovázen zásadními 
distorzemi v aktivním centru peptidázy, které jsou příčinou ireversibilní reakce (Huntington et al., 
2000, Law et al., 2006). 
Obr. 2. Schéma reakce trypsinu (zelený; UniProtKB: P00760) s α1-antitrypsinem (modrá; 
UniProtKB: P01009). Po štěpení peptidické vazby v RCL (žlutá) dojde k jeho vazbě do centra β-listu 
A (červená) (Liu et al., 2007). 
 
 
Serpiny jsou intracelulární, membránové nebo sekretované proteiny, a proto hrají klíčovou 
fyziologickou roli v  proteolytických drahách biologických systémů, jako je srážení krve, aktivace 
komplementu a zánětlivé reakce. U parazitických organismů mají pravděpodobně hlavní roli jako 
regulátory imunitní odpovědi hostitele, čímž napomáhají přežití parazita (Huntington et al., 2000; 
Molehin et al., 2012). Imunitní odpověď hostitele lze prostřednictvím inhibice modulovat několika 




neutrofily, např. Smpi56 u S. mansoni (Molehin et al., 2012). Další pravděpodobný způsob byl popsán 
u contrapsinu lokalizovaném na povrchu tegumentu S. mansoni, kde specificky váže hostitelský trávicí 
enzym trypsin a tím ho inhibuje. Vytvořením komplexu contrapsin-trypsin pak pravděpodobně 
dochází k blokování průniku protilátek k povrchu parazita (Modha and Doenhoff, 1994).  
Serpiny schistosom: Prohledáváním databází peptidů bylo nalezeno 8 kompletních serpinových 
sekvencí u S. mansoni a jedna částečná a 3 kompletní serpinové sekvence u S. japonicum homologních 
se vzorovým serpinem α1-antitrypsinem (Quezada and McKerrow, 2011). Podrobněji prozkoumáno 
je však zatím pouze několik serpinů. 
 Smpi56 (GenBank: CCD60349; UniProtKB: G4LZN0) je serpin o molekulární hmotnosti 56 kDa 
a o délce 387 aminokyselin. Identifikovaný byl u dospělých červů S. mansoni a má pravděpodobně 
dvojí aktivitu. Zaprvé dokáže regulovat elastázovou aktivitu schistosom samotných, zadruhé je může 
chránit před neutrofilní elastázou uvolněnou aktivovanými neutrofily hostitele (Ghendler et al., 1994).  
 Contrapsin (GenBank: CCD60352; UniProtKB: G4LZN4) je inhibitor serinových proteáz 
o molekulární hmotnosti 68 k Da a délce 412 aminokyselin. Jedná se o intracelulární i povrchový 
protein tegumentu u dospělých samců S. mansoni. Pravděpodobná funkce tohoto serpinu je vyhýbání 
se imunitnímu systému pomocí vytváření komplexů contrapsin-trypsin, které blokují pronikání 
protilátek k povrchu parazita (Modha and Doenhoff, 1994). 
 Sj serpin (GenBank: AAK57435; UniProtKB: Q967L9) o molekulární hmotnosti 45,2 k Da a délce 
400 aminokyselin je protein asociovaný s membránou. Sj serpin je produkován na povrchu střevního 
epitelu a dále na dorsální i ventrální straně povrchu dospělců i cerkárií S. japonicum. U dospělců byl 
detekován v mnohem větším množství. Bylo také zjištěno, že stimuluje Th2 typ imunitní odpovědi 
(Yan et al., 2005). 
 SjB6 (GenBank: CAX69453; Q967L9) je serpin o molekulární hmotnosti 60 kDa a délce 
387 aminokyselin. Jedná se o protein sekretovaný všemi stádii S. japonicum v definitivním hostiteli, 
především je pak produkován vajíčky. Pravděpodobně může mít roli pravě v ochraně vajíček před 
peptidázami hostitele uvnitř hostitelských tkání. (Molehin et al., 2014). 
 Sh serpin (GenBank: AAA19730; UniProtKB: Q26502) má molekulovou hmotnost 46,2 kDa 
a délku 406 aminokyselin. Sh serpin je v membráně zakotvený protein produkovaný na povrch 
tegumentu dospělců S. haematobium. Jeho funkce je zatím neznámá, ale protože se jedná se o inhibitor 
trypsinu, který je produkován na povrch parazita, mohl by mít ochranou funkci před peptidázami 





Serpiny fasciolidních motolic: Dosud nebyly identifikovány inhibitory ze skupiny serpinů 
u fasciolidních motolic. 
Serpiny Clonorchis sinensis: U motolice C. sinensis byly dosud objeveny dva inhibitory ze skupiny 
serpinů. 
 Cspro serpin (GenBank: AHZ96593; UniProtKB: H2KUA9) o molekulární hmotnosti 42,2 kDa 
a velikosti 382 aminokyselin je intracelulární protein lokalizovaný v cytoplasmě kvůli absenci 
charakteristických signálních peptidů. Cspro serpin není prekurzorem Cs serpinu, jak by se mohlo 
podle názvu zdát; jedná se o první serpin izolovaný z motolice Clonorchis sinensis (Yang et al., 2009). 
Tento inhibitor je produkován všemi stádii parazita a u dospělců je exprimován ve žloutkových 
žlázách a varlatech. Cspro serpin specificky inhibuje chymotrypsin, trypsin a thrombin. Předpokládá 
se, že chrání metacerkárie před hostitelskými peptidázami po excystaci. Další pravděpodobnou funkcí 
je zachování správného vývoje a maturace miracídií ve vajíčku pomocí regulace vnitřních serinových 
peptidáz. Bylo také prokázáno, že stimuluje Th1 typ imunitní odpovědi (Yang et al., 2009; Lei et al., 
2013). 
 Cs serpin (GenBank: ABR68547; UniProtKB: A6YID8) s molekulární hmotností 44 kDa o délce 
385 aminokyselin je intracelulární serpin u všech životních stádií C. sinensis, převážně pak 
u metacerkárií. U dospělců je syntetizován ve žloutkových žlázách a varlatech. Analýzou sekvence 
proteinu bylo zjištěno, že se jedná o cytosolický protein. Cs serpin specificky inhibuje chymotrypsin, 
ale v malé míře i jiné peptidázy jako trypsin, thrombin, elastázy nebo cathepsin G. Kvůli tomu, 
že je exprimován v mnohem větší míře u metacerkárií než u dospělců lze předpokládat, že hraje 
zásadní roli v ochraně před hostitelskými proteolytickými enzymy po excystaci metacerkárií ve střevě 
hostitele stejně jako Cspro serpin. Jeho další funkcí je nejspíš zachování správného vývoje a maturace 
miracídií ve vajíčku, ale pravděpodobně i samotná produkce vajíček udržováním homeostáze 
ve žloutkových buňkách regulací vnitřních serinových peptidáz. Bylo také zjištěno, že stimuluje 
Th1 typ imunitní odpovědi hostitele (Kang et al., 2010; Lei et al., 2013).  
Serpiny Paragonimus westermani: Zatím byl nalezen pouze jeden serpin u motolice P. westermani.  
 Pw serpin (GenBank: ABV57466; UniProtKB: A9XX87) je serpin o molekulární hmotnosti 
43 kDa a délce 387 aminokyselin. Jedná se o intracelulární cytosolický protein. Prokázán byl u všech 
vývojových stádií P. westermani, přičemž jeho exprese roste společně s vývojem parazita. Tento 
serpin specificky inhibuje aktivitu trypsinu, thrombinu a chymotrypsinu a v menší míře i elastáz 
a cathepsinu G. Předpokládá se, že hraje zásadní roli v regulaci aktivity intracelulárních serinových 




4.1.2. Reverzibilní inhibice 
Reverzibilní inhibitory mají vysokou afinitu k aktivnímu centru cílové peptidázy. Inhibice 
je založena na vytvoření dočasné těsné vazby mezi inhibitorem a aktivním centrem peptidázy, 
které blokuje před navázáním substrátu. Jedná se o nekovalentní chemickou vazbu založenou 
na slabých interakcích, jako je vodíková vazba nebo hydrofobní interakce. Tato reakce je vratná, 
kdykoliv může dojít k rozpadu nekovalentních interakcí, proto reverzibilní inhibitory blokují pouze 
část cílových peptidáz na rozdíl od ireverzibilních inhibitorů, které dříve nebo později zablokují 
veškeré peptidázy. Reverzibilní inhibiční reakce je typická pro inhibitory cysteinových peptidáz - 
cystatiny, aspartátové peptidázy a metallopeptidázy (Turk, 2006; Knox, 2007). U motolic byly dosud 
identifikovány reverzibilní inhibitory pouze ze skupiny cystatinů.  
Cystatiny jsou skupinou inhibitorů papain-like cysteinových peptidáz. Inhibitory se přímo 
těsně vážou do aktivního místa cílové peptidázy, které takto blokují. Cystatiny mají tvar klínu 
složeného z β-listu s pěti antiparalelními řetězci zabalenými okolo centrálního dlouhého α-helixu. 
Vrchol klínu je formován N-terminální doménou a dvěma vlásenkami, které tvoří tři vysoce 
konzervované reaktivní domény (Obr. 3) (Bode et al., 1988; Knox, 2007). Některé cystatiny mohou 
mít druhé nezávislé inhibiční centrum se specifitou pro asparaginyl endopeptidázy (Knox, 2007), např. 
lidský cystatin C (Alvarez-Fernandez et al., 1999). 
Obr. 3. Komplex cathepsinu L (modrá; UniProtKB: P07711) a cystatinu (červená; UniProtKB: 





Skupina cystatinů se dále dělí na tři odlišné proteinové podrodiny založené na podobnostech 
v sekvencích aminokyselin a 3D struktuře. Rozdělují se na podrodiny kininogenů, cystatinů a stefinů 
(Rawlings et al., 2004c; MEROPS - Rawlings et al., 2014). Kininogeny byly dosud nalezeny pouze 
u savců (Bobek and Levine, 1992), proto se jimi v rámci této práce nebudu dále zabývat. 
Stefiny, neboli cystatiny typu I, jsou neglykosylované proteiny o průměrné délce 
100 aminokyselin a molekulární hmotnosti okolo 11 kDa. Vyznačují se tím, že nemají žádnou signální 
sekvenci ani disulfidické můstky. Jedná se o převážně intracelulární inhibitory, jejichž funkce 
je regulace endogenních proteinů v mnoha typech buněk (Abrahamson et al., 2003). 
Podrodina cystatinů, nebo také cystatiny typu II jsou proteiny o průměrné délce 
120 aminokyselin a o molekulární hmotnosti okolo 13 – 14 kDa. Cystatiny mají signální sekvenci 
a dva disulfidické můstky na C-konci proteinu. Převážně jsou tyto inhibitory exportovány z buňky 
a účastní se regulace exogenních peptidáz (Abrahamson et al., 2003). 
 
Cystatiny schistosom: U schistosom bylo celkem nalezeno 10 proteinů odpovídajících rodině 
cystatinů, na základě jejich konzervovaných úseků a motivů (Tab. 4). U S. japonicum 
i u S. haematobium byly nalezeny 3 a u S. mansoni 4 tyto proteiny z podrodin stefinů i cystatinů. 
U S. mansoni bylo zjištěno, že tyto motolice exprimují cystatiny a stefiny během celého životního 
cyklu jedince. Cystatiny byly exprimovány v různých částech schistosom, např. v buňkách střevního 
epitelu a tegumentu na povrchu dospělého červa nebo v pohlavních orgánech. Předpokládanou funkcí 
celé skupiny cystatinů tak je regulace proteolytické aktivity endogenních peptidáz parazita a ochrana 
před degradací hostitelskými peptidázami (Cuesta-Astroz et al., 2014; Guo, 2015). U schistosom bylo 
dosud blíže charakterizováno pouze několik cystatinů, které jsou popsány níže. 
 Sm cystatin (GenBank: AAQ16180, UniProtKB: Q7YW72) je cystatin typu I (stefiny) 
o molekulární hmotnosti 11,4 kDa a délce 101 aminokyselin. Tento inhibitor je intracelulární cystatin 
exprimovaný motolicí S. mansoni. Sm cystatin patří mezi cystatiny typu I na základě absence 
signálního peptidu a přítomnosti konzervovaných motivů, např. běžného stefinového motivu QVVAG. 
Pravděpodobně se jedná o cytosolický enzym právě kvůli absenci signálního peptidu. Sm cystatin 
je exprimován u dospělců i schistosomul. Tento inhibitor vykazuje inhibiční aktivitu proti papainu, 
pravděpodobně tak reguluje aktivitu intracelulárních cysteinových peptidáz parazita a patrně 
se i účastní regulace peptidáz při trávení krve, protože dokáže u schistosomul kompletně inhibovat 
formování haemozoinu, černého pigmentu, který je produktem trávení krve (Morales et al., 2004). 
 Sj cystatin (GenBank: ACU68954, UniProtKB: F0UXG3) je cystatin typu I (stefiny) s molekulární 
hmotností 11,3 kDa a délkou 101 aminokyselin. Jedná se o cystatin typu I, kam byl zařazen na základě 
charakteristických znaků, jako jsou konzervované motivy typické pro stefiny nebo absence 




S. japonicum, především pak u dospělců a to v buňkách střevního epitelu, kde reguluje aktivitu 
endogenních peptidáz; a tegumentu na povrchu dospělých červů, kde je pravděpodobně jeho funkcí 
ochrana před imunitním systémem svého hostitele (He et al., 2011). 
 





Signální peptid Disulfidické můstky 
S. mansoni    
Smp_006390.1  101 NE NE 
Smp_034420.1 117 ANO ANO 
Smp_034420.2 148 ANO ANO 
Smp_034420.3 145 ANO ANO 
S. japonicum    
Sjc_0005780 145 ANO ANO 
Sjc_0066340 101 NE NE 
Sjc_0094540 123 NE ANO 
S. haematobium    
Sha_109477 160 ANO ANO 
Sha_109478 145 ANO ANO 
Sha_300402 101 NE NE 
 
Cystatiny fasciolidních motolic: Dosud byly nalezeny 2 cystatiny typu I (stefiny) u F. gigantica 
a jeden multidoménový cystatin u F. hepatica. 
 FgStefin-1(GenBank: FJ827152, UniProtKB: C6GC97) je cystatin typu I (stefin) o molekulární 
hmotnosti 11 kDa a délce 99 aminokyselin. Je hlavním exprimovaným antigenem F. gigantica. Tento 
inhibitor má jak intracelulární, tak extracelulární regulační funkci. V buňkách se nachází v cytosolické 
formě. FgStefin-1 je u juvenilních i dospělých stádiích F. gigantica exprimován v tegumentu, ústní 
i břišní přísavce, hltanu, genitálním póru, cirru, děloze, vaječníkách, ve střevním epitelu a dále 
je součástí exkrečních/sekrečních produktů. Tento stefin dokáže inhibovat savčí cathepsiny B, L a S, 
proto má pravděpodobně ochranou funkci před hostitelskými ale i vlastními cysteinovými peptidázami 
(Tarasuk et al., 2009). Cathepsin L je totiž dominantní ve střevě exprimovanou peptidázou (Yamasaki 
et al., 2002) a u cathepsinu B byla prokázána exprese ve výše zmíněných pohlavních systémech 




 FgStefin-2 (GenBank: AFV53480, UniProtKB: K4P3W9) je cystatin typu I (stefiny) 
o molekulární hmotnosti 12,5 kDa a délce 116 aminokyselin exprimovaný motolicí F. gigantica. 
Ačkoliv patří mezi cystatiny typu I (stefiny), sekvence tohoto genu zahrnuje i kód pro signální peptid, 
což není pro stefiny běžné. Jedná se stejně jako v případě FgStefin-1 protein, který byl identifikován 
v exkrečně-sekrečních produktech motolice. FgStefin-2 je exprimován metacerkáriemi a dospělci 
ve střevním epitelu a u dospělých motolic dále v prostatických buňkách. FgStefin-2 má vysokou 
inhibiční aktivitu vůči cathepsinu B, dá se tedy předpokládat, že slouží jako regulátor chránící 
metacerkárie před autoproteolýzou při migraci tkáněmi hostitele. Metacerkárie jsou kvůli malým 
rozměrům více náchylné k poškození vlastním cathepsinem B. U dospělců nejspíš reguluje aktivitu 
cysteinových peptidáz, např. cathepsinu B v reprodukčních systémech, u kterého bylo prokázáno, 
že je zde exprimován (Meemon et al., 2004; Siricoon et al., 2012). 
 Multidoménový cystatin F. hepatica (GenBank: CAC86126; UniProtKB: Q711N7) o molekulární 
hmotnosti 79 kDa a délce 690 aminokyselin je prvním nalezeným multidoménovým cystatinem 
u bezobratlých organismů. Skládá se ze šesti domén, kde jsou dvě domény dobře konzervované 
a zbylé čtyři jsou degenerované, tzn. nevykazují inhibiční aktivitu. Tento cystatin je sice svou 
strukturou podobný kininogenům – konzervované a degenerované domény, ale fylogenetické analýzy 
ukazují větší příbuznost všech domén s cystatiny typu II. Tento multidoménový cystatin 
je produkován juvenily a dospělci, ale k největší expresi dochází právě u nově excystovaných 
juvenilních stádií (Dalton et al., 2003). Doména 4 je považována za hlavní inhibiční centrum, které 
dokáže inhibovat papain a cathepsin L1, který je hlavní cysteinovou peptidázou F. hepatica. Hlavní 
funkcí tohoto multidoménového cystatinu je pravděpodobně ochrana nedospělých stádií před vlastními 
cysteinovými peptidázami, při migraci tkáněmi hostitele, především pak cathepsinu L, který 
je produkován téměř okamžitě po excystaci. Předpokládá se, že se může účastnit i modulace 
hostitelské imunitní odpovědi, tak že stimuluje Th2 typ imunitní odpověď (Khaznadji et al., 2005). 
Cystatiny Clonorchis sinensis: U motolice C. sinensis byly dosud popsány dva inhibitory z podrodiny 
cystatinů typu I (stefiny).  
 CsStefin-1 (GenBank: ABR68548; UniProtKB: A6YID9) o molekulární hmotnosti 15,2 kDa 
a délce 136 aminokyselin je intracelulární stefin, který má dobře konzervované všechny znaky 
podrodiny cystatinů typu I (stefiny), nemají žádnou signální sekvenci, ani disulfidické můstky ve své 
struktuře. CsStefin-1 je exprimován v buňkách střevního epitelu juvenilů i dospělých červů, nebyl 
však nalezen ve vajíčkách. Byla prokázána jeho inhibice mnoha cysteinových peptidáz včetně 
papainu, cathepsinu B a L a především cathepsinu F, který je nejvíce exprimovanou cysteinovou 
peptidázou u C. sinensis. Předpokládá se tedy, že má regulační funkce a moduluje právě aktivitu 
cathepsinu F a tím chrání střevní buňky parazita před poškozením vlastními endogenními 




 CsStefin-2 (GenBank: ABR68549, UniProtKB: A6YIE0) o molekulární hmotnosti 14 kDa a délce 
124 aminokyselin patří do podrodiny cystatinů typu I (stefiny). Mezi stefiny byl zařazen na základě 
strukturních a fylogenetických znaků, nemá signální peptid a není N-glykosylován. Ačkoliv má 
CsStefin-2 méně konzervované úseky, na rozdíl od běžného stefinového motivu QVVAG má motiv 
QIVSG; nemají na inhibiční aktivitu vliv. CsStefin-2 je intracelulární stefin, pravděpodobně 
cytosolický, který je exprimován ve střevním epitelu všech životních stádií C. sinensis včetně vajíček. 
Na základě výsledků experimentů bylo prokázáno, že dokáže inhibovat papain, cathepsin B a L 
a především cathepsin F. Pravděpodobně slouží jako regulátor cysteinových peptidáz parazita a chrání 
tak střevní buňky před poškozením. Bylo však zjištěno, že CsStefin-2 již dokáže inhibicí regulovat 
autokatalytickou maturaci cathepsinu F (Kang et al., 2014). 
Cystatiny  Paragonimus westermani: U motolice P. westermani dosud nebyl nalezen žádný inhibitor 




Tab. 5. Příklady dalších významných přirozených inhibitorů peptidáz motolic (dle Powers et al., 2002; MEROPS - Rawlings et al., 2014). 
Název inhibitoru Anotační 
číslo 
(PubChem) 












(Carvalho et al., 1998) 
Kallikrein 
 
Bos taurus - slinivka 
(Kunitz and Northrop, 
1936) 












et al., 1976) 
McCarthy et al., 2004; Xu 











(Suzuki et al., 1981; 
Powers et al., 2002) 






(Hanada et al., 1978) 
Caffrey et al., 1997; 
Dalton et al., 1996; Hola-
Jamriska et al., 2000; 
Kang et al., 2004;  Sajid 
and McKerrow, 2002 
Elastatinal  3211 Reverzibilní 
aldehydový peptid 
Neutrofilní elastáza 
(Dolečková et al., 2009) 
Cathepsin B Streptomyces griseoruber 
(Umezawa et al., 1973) 
Dolečková et al., 2009 
Epoxomicin 9915668 Ireverzibilní α,β-
epoxoketon 
Proteazom 
(Meng et al., 1999; 
Powers et al., 2002) 
Proteazom Actinomyces sp. Q996-17 
(Hanada et al., 1992) 
Guerra-Sá et al., 2005 
Lactacystin 6610292 Ireverzibilní β-
lakton 
Proteazom, cathepsin A 
(Ostrowska et al., 1997) 
Proteazom Streptomyces sp. OM-
6519 (Omura et al., 1991) 
Guerra-Sá et al., 2005 
Leupeptin 72429 Reverzibilní amid 
  
Trypsin, kallikrein, 
cathepsin B, H, L, S; 
plasmin, papain, calpain 
(Aoyagi et al., 1969) 
Cathepsin B, L; 
kallikrein, 
calpain 
Actinomyces sp. (Aoyagi 
et al., 1969) 
Moczoń, 2011 
Pepstatin 5478883 Reverzibilní 
hexapeptid 
Cathepsin D, pepsin, 
renin 
(Fujinaga et al., 1995) 
Cathepsin D Actinomyces sp. 
(Umezawa et al., 1970) 









Kallikrein Glycine max (Kunitz, 
1945) 




4.2. Syntetické inhibitory 
Většina synteticky připravovaných inhibitorů patří mezi malé inhibitory (velikost) ze skupiny 
„small molecule inhibitors“ (SMIs) v databázi MEROPS (Rawlings et al., 2014). Skupina SMIs čítá 
přes 160 zástupců, u kterých je charakterizováno přes 1100 interakcí s peptidázami. SMIs se dají 
rozdělit do čtyř skupin podle jejich aktivity na: a) Inhibující více než jeden katalytický typ peptidáz; 
b) Inhibující peptidázy jednoho katalytického typu, ale více než jedné peptidázové rodiny; 
c) Inhibující více než jednu peptidázu ze stejné rodiny; a d) Inhibující pouze jednu peptidázu. 
Problémem tohoto rozdělení je, že inhibitory byly většinou testovány proti blízkým homologům 
peptidáz, proto je pravděpodobné, že mohou inhibovat i další nepříbuzné peptidázy (Rawlings, 2010). 
Příklady nejznámějších syntetických inhibitorů jsou zobrazeny v Tab. 6. Pro syntézu inhibitoru 
s aktivitou vůči cílové peptidáze je zapotřebí tento inhibitor správně navrhnout. 
Existují dva způsoby, jak navrhnout syntetický inhibitor vůči cílové peptidáze. Prvním 
způsobem je rychlé vyhledávání vhodných malých molekul v databázích. Tato metoda není příliš 
účinná, dochází při ní k mnohočetným nálezům inhibitorů s malou selektivitou. Druhou metodou 
s výrazně lepšími výsledky je metoda založená na X-ray krystalografii, při které se provádí screening 
3D struktury inhibitorů, substrátů a peptidáz a následně se provede in silico modelování interakce 
peptidáza-inhibitor (Powers et al., 2002; Turk, 2006). Syntetické inhibitory lze navrhnout jak 
v reverzibilní, tak v ireverzibilní formě. Reverzibilní inhibitory mají vysokou selektivitu, ale mohou 
částečně blokovat aktivitu dalších peptidáz. Oproti tomu ireverzibilní inhibitory blokují větší spektrum 
peptidáz, často však dochází k problémům se selektivitou. Jako ideální se jeví inhibitor nekovalentní 
reverzibilní, který bude mít vysokou selektivitu, ale malé vedlejší účinky. Navrhování nekovalentních 
inhibitorů je však velice obtížné, protože se musí vytvořit inhibitor podobný substrátu, ale 





Tab. 6. Příklady syntetických inhibitorů peptidáz motolic (dle Powers et al., 2002; Kašný et al., 2009; MEROPS - Rawlings et al., 2014). 
Název inhibitoru Anotační 
číslo 
(PubChem) 
Třída inhibitoru Inhibiční aktivita Prokázané cílové 
peptidázy u motolic  






Cathepsin B, L; calpain 
(Sasaki et al., 1990) 






Cathepsin B, L; calpain, 
proteazom  
(Sasaki et al., 1990) 







Cathepsin B  
(Powers et al., 2002) 
Cathepsin B Towatari et al., 1991; Caffrey 
and Ruppel, 1997a,b; Sajid 
and McKerrow 2002; Mikeš et 
al., 2005; Kašný et al., 2007; 
Dvořák et al., 2008; 







(Katunuma et al., 1999; 
Powers et al., 2002) 











Couch et al., 1990; Dalton et 
al., 1997 
Jodacetamid 3727 Ireverzibilní amid Cysteinové peptidázy 
(Csoma and Polgár, 
1984) 
Dipeptidyl peptidáza 
III; cathepsin B, C, F; 
calpain; asparaginyl 
endopeptidáza,  
Kang et al., 2004 
Jodoacetát 5240 Ireverzibilní ester Cysteinové peptidázy 












- Ireverzibilní vinyl 
sulfon 
Cathepsin B, L; 
Cruzipain 
(Abdulla et al., 2007) 








(Bogyo et al., 2000; 
Powers et al., 2002) 








(Guerra-Sá et al., 2005) 









(Guerra-Sá et al., 2005) 











(Ring et al., 1993) 











(Ring et al., 1993) 




4362 Ireverzibilní imid Cysteinové peptidázy 











(Powers et al., 2002) 










(Hedstrom et al., 1994) 







(Cohen et al., 1991) 







Cathepsin B, L 
(Dalton et al., 1997) 
Cathepsin B, L, F; 
asparaginyl 
endopeptidáza 
Mason et al., 1985; Day et al., 
1995; Dalton et al., 1996; 
Dalton et al., 1997; Caffrey et 
al., 1997; 2000; Sajid and 
McKerrow, 2002; Kang et al., 








(Day et al., 1995) 
Cathepsin B, L Day et al., 1995; Dalton et al., 
1996; Caffrey et al., 1997; 
Mason et al., 1985; Sajid and 
McKerrow, 2002; Dolečková 








(Shaw et al., 1993) 
Cathepsin L Stack et al., 2008; Dolečková 






V této práci byly shrnuty a utříděny dosavadní poznatky o přirozených a syntetických 
inhibitorech, které blokují aktivitu proteolytických enzymů (peptidáz) motolic. Práce dokumentuje 
základní vlastnosti inhibitorů peptidáz a inhibitorů exrimovaných motolicemi. Dále se text práce 
zaměřuje na jejich pravděpodobnou biologickou funkci, protože ta dosud nebyla u mnohých inhibitorů 
prozatím zcela objasněna.  
Inhibitorům peptidáz motolic se dlouhodobě věnuje celosvětový výzkum, protože mají vysoký 
předpoklad využití jako chemoterapeutika a jako součásti vakcín. Léky založené na principu inhibice 
peptidáz by tedy mohly významně napomoci v léčbě závažných parazitárních onemocnění, např. 
schistosomózy, kde je dosud jediným používaným lékem praziquantel, na jehož účinek jsou však 
u schistosom popsány vznikající rezistence (Doenhoff et al., 2008). Vhodným kandidátem by tak mohl 
být např. inhibitor K11777  (inhibitor cathepsinu B a L), u kterého bylo experimentálně zjištěno, že 
přímo eliminuje až 90% dospělých samců a samic S. mansoni a významně snižuje produkci vajíček, 
v důsledku čehož dochází i ke zmírnění poškození tkání hostitele (Abdulla et al., 2007). 
Identifikace inhibitorů peptidáz u nejrůznějších organismů je v současnosti založena 
především na bioinformatických metodách, s jejichž využitím a dle predefinovaných parametrů, lze 
za tímto účelem cíleně prohledávat odpovídající genomická data. Dá se tedy předpokládat, že 
v budoucnu bude v souvislosti se získáváním stále větších souborů genomických dat týkajících 
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